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論 文 内 容 要 旨
ダ イ ズ 根 粒 菌Bradyrhfzobfume血anffのリ ゾ ビ トキ シ ン生 合 成 遺 伝 子 に 関 す る 研 究
序論
根粒菌 はマ メ科植物 に根粒 を形成 し、代謝にお ける相互扶 助の関係(共 生)を 確立
す る。すなわち、根粒菌は分子状の窒素をア ンモニアに還元 し、宿主植物の同化系へ
と供給する。一方 、宿主植物 は光合成 によって二酸化炭素 を糖に還元 し、それが根粒
菌 のエネルギー源 として使用 され る。
この根粒菌 とマメ科植物の共生 は、両者の様 々な相互作用の結果 として確立される
が、感染の初期 において、 いくっかのシグナル物質が関与す ることが明 らか となって
いる。根粒菌 の生成するNodfactorと呼ばれる リポオ リゴ糖 は、宿主植物 のフラボ ノ
イ ドによって合成が誘導 され、宿主植物 の根毛カー リングや根粒原基を誘導する6
Nodfactorの構造 は根粒菌種 によって異な り、それが宿主特 異性 を決定する要 因にな
って いる。 また、根粒菌 の細胞外多糖(EPS)は シグナルそ のもの、シグナル物質の
基質、 あるいは菌侵入時 の浸透圧物質 としての機能 をもつと考 えられている。 しかし、
この ような微生物 と植物の相互作用に関わ る低分子 物質 は僅か しか知 られてお らず、
機能不明の物 も多 い。
リゾ ビ トキシン(以 下盟)[2-amino-4一(2-arnino-3-hydropropoxy)一亡 ans-but-
3-enoicacid]は、そ の名の示す通 り、根粒菌Bradyrhfzob加melkanlfおよび植物病
原菌Burkholde百aandropogonfsによ り生産 され 、宿主植物 にクロロシスを誘導する
物質 として見いだされた分子量190のアミノ酸誘導体で ある(Johnson,1959、
Owens,1972)(Fig.1)。炭素二重結合および工 一テル結合部位 を持つユニークな
構造 を してお り、そ の生理学的作用 として、メチオニ ン生合成系の酵素 β一
cystathionaseを強 く阻害す ることが幅広 い生物種 で数多 く報告 されている(Owens,
1968、Giovanelli,1971)。従 って、 リゾ ピ トキシンはメチオニ ン生合成抑制により
クロロシスを引起 こす植物毒であると考 え られてきた。一方で 、1971年にOwensに
よ り、RTがリンゴ切片 においてメチオニ ンか らエチ レンへ の変換 を阻害す るという
報告 も成 されていた。 しか し、その阻害機構は不明のままであ り、 リゾビ トキ シンの
作用 については殆 ど注 目される ことがなかった。
しか し、エチ レンが根粒形成を抑制す るように働 くという報告 が数多 くな されてき
た ことに加えて、1998年、CoOkらによって超根粒着生 を起 こすMedlo∂go
亡runca亡ulaの表現 型がエチ レン低感受性 を示す ことが報告 され、根粒数の制御 にエチ
レン受容系が関与 して いる事が明 らか となってきた。 これ らの状況証拠か ら、RTは
クロロシス誘導性植物毒ではな く、植物が発生す るエチレン生合成 を抑制することで、
植物へ の感染 と根粒形 成を促進す る微 生物側の戦略物質で はな いか と考 えた。そ こで
本博士論文では、(1)RTのACC合 成酵素阻害、(2)RTの 根粒形成における影響
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を検討 し、根粒菌が生産す るRTが実際に宿主植物根か らのエチ レン生成 を阻害 し根
粒形成 を促進 させ る ことを明 らか にした。さ らに、(3)RTの 生産能 の有無がそ の
まま根粒菌の根粒形成競合能 力と深 く関わっていることを明 らかにした。次 に(4)
RT生合成遺伝子が根粒菌の共生遺伝子領域内に存在 し、クラスターを形成 している
こと、および新規RT生合成遺伝子r亡xCを見 いだ し、(5)RT生 合成経路 を明 らかに
した。
・第一章 根粒菌の生産す る リゾビ トキシンの性質につ いて
(1)ACC合成酵素阻害 と新規 リゾビ トキ シン定量法 の作成
植物のエチ レン生合成機構 は、S一アデ ノシルメチオニ ンか ら1一ア ミノシクロプロ
パ ン(ACC)へ の反応 を触媒す るACC合成酵素(ACS)が 律速酵素 とな って いるこ
と、また、ACC合成酵素の酵素阻害 に使用 されるA▽G(aminoethoxyvinylglycine)
の構造がRTと類似す る ことか ら、RTのエチ レン生合成阻害 はACS阻害 による もの と
予想 した。そ こで、 トマ トのACSであるbLE-ACS2標品を用 いて、本酵素 における
RTの影響 を検討 した。その結果、bLE-ACS2の活性はRTによ り強 く拮抗阻害 され る ・
ことが明 らか となった(Fig.2)。またそのKiはo.025μMとな り、種 々の β一
cystathionaseに対するRTのKiと比較 して非常に低い値 を示 した。,この ことは、RTは
宿主植物 のエチ レン生合成系のACSを阻害す ること、また、植物感染時のRTの作 用
点が β一cystathionaseというよ りはむ しろACSの阻害 にある ことを示 している。
また、、これ までのRT定量法 は検 出感度や試料調製等 の面 に大 きな問題があった こ
とか ら、RTのACS阻害 にもとついたRT定量法の検 討を行 った。その結果、検 出限界
が0.01μMと高感度で あり、 また従来法 と比べ、培地や微生物の二次代謝物 の影響 を
受 けない、よ り濃度依存性が高い新規RT定量法を確立 した(Fig.3)1
(2)非生産変異株 を用いた根粒 形成時における リゾビ トキシンの影響 について
次 に、実際 にB.e11くanガの産出す るRTが宿主植物へ及ぼす効果 にっいて明 らか にす
るために、RT非生産変異株RTS2を作成 し、RT高生産性野生株B.e11(anffUSDA94株
との接種実験 をマメ科植物サイ ラ トロを用いて行 った。そ の結果、野生株接種 にお い
て植物根か らのエチ レン生成量が、無接種、RT変異株 と比較 して有意 に減 少 し、接
種23日後 には植物根か らのエチ レン生成が検 出限界以下 とな った{Fig.4(A)}。一
方 、変異株接種では植物根か らのエチ レン生成量は無接種時 と同 レベル まで回復 して
いた。.またそ の時の根粒形成数は、RT変異株 と比較 して野生株で有意な増加 が見 ら
れた{Fig,4(B)}。以上の ことよ り、RTは植物感染 にお いて宿主植物 が発生す るエ
チ レン生成を阻害 し、根粒数 を増大させ る物質であることが示唆 された。
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RT生産能 と根粒形成競合能力 の関わ りを明 らか にする 目的で、RT変異株 と野生株
のサイ ラ トロへの同時接種 を行 った。その結果、全成熟根粒 にお けるRT変異株 由来
の根粒数が大幅 に減少する傾 向が見 られた(Fig.5)。加えて、RT変異株 とRT非生
産根粒菌.B.ノaponfcumUSDA110株との競合接種 に於 いて も、同様 の傾向が見 られた
(Fig.6)。この ことは、RTが同種および異種根粒菌間の競合的根粒形成 に際 して、
そ の能力を高める役割 を担 っている ことを意 味 して いる。
・第二章 リゾ ビ トキシ ン高生産株根粒菌Bradyrhlzoわ加melkanlfUSDA94株におけ
る リゾビ トキシ ン生合成 関連遺伝子の検索
RTはそ の構造 の特異性か ら、生合成遺伝子 は複数存在する ことが予想 され た。 し
か し、 これまで推定遺伝子 として報告 ざれたの はK.PetersらがRT低生産菌B.ellkan万
USDA61株よ り単離 したr亡x:Aのみであった。彼 らはr亡xA破壊株で 、RTおよびその前
駆物質 と推定 され るSerinO1の生産能が消失する ことを示 したが、K.Petersらの遺伝
子破壊法では破壊位置か ら下 流に存在する遺伝子 も強 く不活化(極 性効果)さ れ るこ
とか ら、 この生産能消失が実際にr亡xA破壊 によ るものかは不 明のままで あ りく実験
的 な 証 明 は 全 く成 さ れ て い な か っ た 。 そ こで 、 微 隼 物 に お け る 生 合 成 遺 伝 子 は ク ラ ス
タ ー を成 して い る と考 え 、RTの 全 生 合 成 遺 伝 子 を 明 らか にす る 目的 で 、 以 下 の 実 験
を 行 っ た 。 報 告 され たUSDA61株 のr亡xAの配 列 か らプ ライ マ ー を設 計 し 、 リ ゾ ビ トキ
シ ン 高 生 産 株 根 粒 菌B.elkanffUSDA94株のtotalDNAをテ ン プ レ ー トにPCRを 行 い 、
約3kbの断 片 を 得 た 。 この 断 片 を プ ロー ブ と し、B.elkanlfUSDA94株の ゲ ノ ム コ ス ミ
ッ ドラ イ ブ ラ リー を 対 象 に コ ロニ ー ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を行 い 、 得 られ た ク ロー
ン に つ い て 、 塩 基 配 列 決 定 と そ の解 析 を行 っ た 。 約30kbの塩 基 配 列 解 析 の 結 果 、 本
領 域 に は14個のORFが 存 在 し、 上 流 か ら窒 素 固 定 、 根 粒 形 成 、RT生 合 成 に 関 与 す る
と推 定 さ れ る遺 伝 子 が ク ラ ス タ ー を 形 成 して い た(Fig.7)。 こ の 内 のORFの 一 つ が
コ ー ドす るペ プ チ ドの 推 定 ア ミ ノ酸 配 列(803aa)はUSDA6i株 のr亡xA(806aa)と
95%の 相 同 性 を 有 し 、USDA94株 のr亡x:Aと考 え られ た 。 そ の 上 流 約500bpにプ ロモ ー
タ ー 様 配 列 が 存 在 して い た 。 また 、 そ の下 流 に密 接 して2つ のORFが 存 在 し(ORF1、
2)、 これ らは 独 自 の プ ロモ ー タ ー を持 た ず 、ORF2の 下 流 に 弱 い タ ー ミ ネ ー タ ー 様
ス テ ム ルー ー プ 配 列 が 存 在 す る こ と か ら、r亡xAと一 つ の 転 写 単 位 を形 成 し て い る こ と
が 示 唆 され た(Fig.8)。r厳Aの 推 定 ア ミ ノ酸 配 列 のN末 側 はamfno亡rans飴raseとC
末 側 は0-ac就ylhomoser加esulfhydτylaseと高 い 相 同 性 を 示 し た 。 ま た 、ORF1、
ORF2の推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は そ れ ぞ れ 脂 肪 酸 のdesa亡uraseおよ びamfdo亡ransfεrase
sロbuηf亡と高 い相 同 性 を示 した 。 私 は 本 解 析 結 果 とRT生 産 株 が 特 異 的 に 産 出 す るRT
生 合 成 中 間体 と見 られ る 物 質(Serino1およ びDihydrOrhizobitOxine=以下DRT)
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(Fig.1)の構造 を考 え合わせ、RTの生合成経路 と各反応 に携わ る遺伝子 関係 を推定
した(Fig.9)。
・第三章 リゾビ トキシン生合成経路の解明
第二章 において生合成経路 と各遺伝子の機能の関係 を推定 した。本章ではその関係
を明 らか にす るため、RT中間体検出法の確立、各遺伝子破壊株構築および種 々の添
加実験 を行 った。
RTの前駆体 と考 え られるDRTの高感度定量法が無い ことに加 えて、未知中間体 を
検 出可能 な分析法が必要 であった。そ こで、高感度の中間体検出法 を検討 し、PITC
(フェニルイソチオシアネー ト)を 用いたアミノ化 合物の誘導体化 とLC-MS分析 の
組み合わせ による新規のSerino1、DRTおよびRT同時定量法 を確立 した。
各遺伝子破壊は、第二章で得 られたr亡xAを含 むcosmidclone上で行い、r亡x:A周辺
の様 々な位置 にKm挿 入変異を起 こしたシリーズを作成 した。 このプラスミ ドシ リー
ズをRe11ζanffUSDA94で作成 した推定RT生合成遺伝子領域約10kbを欠失させた変
異株(USDA94△r亡xΩ1)に導入 し、各前駆体 生成能の相補 を分析す ることで、各遺
伝子の機能を証明 した。
r旗Aはそ の配列か らam1[no亡rans把raseおよび0-ace亡ylhomoser加esu1茄ydη1aseの
二っ の機能 を持つ複合酵 素 と考え られた。そ こで、各機能部位 と見 られる遺伝子 を破
壊 した株のRT中間体生産能 を検討 した(:Fig.10)。そ の結果、:N末側 の
amfno廊ansfεraseドメイ ンと見 られ る位置 を破壊 した株ではSerino1、DRT、RTの生
産能が消失 し、C末側 の0-ace醜homoserfnesu1茄yd解aseドメイ ンと見 られ る位置
を破壊 した株ではSerino1生産能のみが見 られた。 これ はRTXAのN末側がSerino1合成
に関わる ことを示 している。一方、ORF1以下 を破壊 した株 では、全てDRT生産能が
回復 していた ことか らRTXAのC末側がDRT生合成に関与す ることが示唆された。
またSerino1の初発物質 は、そ の構造およびB.elkaロ1fUSDA94細胞への添加実験 の
示す結果等か ら判断 して、解答系の中間体 ジヒ ドロキシアセ トンリン酸であると考 え
られた。加えて、B.dlkan∫fUSDA94細胞へのSerinol添加実験 よ り、添加Serinol濃度
に相関 してDRTおよびRTの濃度が上昇 し、DRTの前駆物質がSerinolである ことが示
された。 また、当初 の予想では、SerinOlとエーテル結合する基質 としてひ アセチル
ホモセ リンが考 え られたが、メチオニ ンφ方が基質特異 に反応 し、DRTが生合成 さ
れる ことが示 された(Fig.11,12)。0-ace亡ylhomoser加esulfhydη1aseの活性 とし
て、0一アセチルホモセ リンか らホモ システイ ンへの反応を触媒す る以外に、0一アセ
チルホモセ リンとアルコールの水酸基 をエーテル結合す る0一アルキルホモセ リン合
成活性を持つ ことが知 られて いる。.しか し、メチオニ ンを基質 とす る本反応酵素は報
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告例 がな く、本酵素が新規 の働 きを持つ ことが示唆された。
加 えて、ORF1破壊株ではDRT生産能は見 られるがRT生産能は消失 し、ORF1の下
流を破壊 した株では全てRT生産能が回復 していた。 これ は、DRTからRTへのC憲C二
重結合形成反応(不 飽和化)をORF1が 担って いる ことを意味 している。野生株への
DRT添加実験 の結果 も、DRTがRTの前駆体であることを示 した(Fig.13)。私は こ
の新規RT生合成 関連遺伝子ORF1をr亡xC(Dfhydrorhfzobf亡ox加edesa亡urase)と名付 け
た(Fig.14)。また以上 のことは、RT生合成にはr亡xAとr亡xCのみが必要十分である
ことも示 している。 しか し、r亡xCの下流 に存在、す る機能不明ORFを破壊する と、RT
は生合成されるが、その生産効率が著 しく低 くなることが示 され、 これ ら下流 の遺伝
子 は前駆体 の供給 、またはr譲Aやr亡xCの司る反応 を効率 よ く進めるための補因子で
ある可能性 が示唆 された。
・要約
1・ リゾビ トキ シンの作用機作 は、ACC合成酵素 の競合阻害 によるエチ レン発生抑
制である。 また、本酵 素阻害 をもとに従来法よ り優れた新規 リゾビ トキシン定量
法 を作成 した。幽
2・植物感染 に際 して、 リゾ ビ トキシンは宿主植物のエチ レン生合成を阻害 し、形成
根粒数を増加 させ る働きを行 う。また、同、異種根粒菌 間で の根粒形成競合能 に
密接 に関与す る。
3・r亡xCのfhydror:hlzob∫亡ox加edesa加rase)と名 付 け た 新 規RT生 合 成 関 連 遺 伝 子 を
見 い だ した 。
4・遺伝子破壊株 の中間体定量および細胞への添加実験によ りリゾ ビ トキシン生合成
遺伝子r施4およびr亡xCの各機能 を証明 し、 リゾビ トキシン生合成経路 を実験的
に初めて明 らか にした。
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黒線部分:本博士論文で証明された生合成遺伝子と中間体の対応
灰線部分:本博士論文により、特異的基質として考えられた前駆体
点枠部分:対応不明あるいは予想部分
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論 文 審 査 結 果 要 旨
近年,根粒菌とマメ科植物の窒素固定共生系の成立は,両パー トナー間のシグナル交換によって成立
することが明らかにされている。マメ科植物から分泌 されるフラボノイ ドを受容 した根粒菌は,宿主植
物の根粒形成プログラムのスイッチを入れるある種のリポオリゴ糖の生産を開始する。この 「2方向分
子シグナル」や根粒菌の生産する多糖類は,根粒菌 とマメ科植物の窒素固定共生系の初期威立に必須な
因子であ り,その作用機構は共通 している。 しか し,共生系の成立には必須ではないが,バ クテリオシ
ン,オパイン類の生産,Type皿型の分泌機構などの根粒菌とマメ科植物の相互作用を支える補助因子の
重要性 も見直されている。根粒菌Brα吻 而206如隅eZゐ侃``が生産するリゾビトキシン(分子量190のア
ミノ酸誘導体)は,宿 主植物にクロロシスを誘導する植物毒 として発見されてきたが,そ の共生成立に
おける役割は不明であった。
本論文は,リゾビトキシンが従来指摘されてきたメチオニン生合成系のβ一シスタチオナーゼより,エ
チレン生合成系のACC合成酵素を低濃度で拮抗阻害することを酵素学的に明らかにした。さらに,ACC
合成酵素阻害の性質を利用 して感度のよいリゾビ トキシンの酵素定量法を確立した。
次に,報告があったBθ伽 漉 のリゾビ トキシン生合成遺伝子r旗Aの配列からプライマー設計 し,本
研究の対象株であるBθZ加π〃USDA94の礁A遺伝子をクローニングし,リゾビトキシン非生産変異株を
作成し,宿主マメ科植物に接種を行ったところ,リ ゾビ トキシン生産は根粒形成をある程度促進するこ
とが判明した。この促進効果は複数の根粒菌を競合接種 した場合,顕 著に表れた。
リゾビトキシン生合成遺伝子 と生合成経路の全体像 を明らかにするために,B識 απ`εUSDA94株のコ
スミッドライブラリーから既知のr就Aを含むクローンを選択 し,その前後の領域の塩基配列 を決定 した
ところ,共生窒素固定に関わる御 遺伝子領域,根粒形成に関わるπod遺伝子領域の下流にリゾビトキシ
ン生合成 に関わると予想 される4つ の遺伝子が存在 した。この周辺の広領域欠失株USDA94△7伽::Ω1
はリゾビトキシン生産能を失ったが,対応する領域を含むコスミッドpRTF1を接合導入するとリゾビ
トキシン生産能を回復 した。そこで,加 ひ伽o系でカナマイシンカセットを導入 したコスミッドシリー
ズを作成 し,それぞれの接合株のリゾビ トキシン(RT)と中間体であると考えられるジヒドロリゾビ ト
キシン(DRT)やセリノール(Serinol)の生産量をPITC誘導体のLCMS分析によって,各遺伝子の機
能を調べた。その結果,r砒AのN末側はSeino1合成,r砒AのC末側はDRT合成,ORF1(本研究でrtxC
と命名)はR①合成を担 っていることが明らかとなった。その下流のORFはDRT合成 と何 らかの関係が
あることも分かった。各種基質の添加実験の結果 も踏まえて,βe疏α漉 のリゾビトキシン生合成系につ
いて議論 した。
以上のように本論文は,根粒菌Brα吻rゐ∫206地配殿 α滅 の生産するリゾど トキシンはエチレン生合
成阻害を起 こし,根粒形成を促進する物質であることを明らかにし,さ らに,リゾビトキシン生合成系
の全体像 について遺伝子破壊および中間体検出によって解明 したものであ り,根粒菌 とマメ科植物の相
互作用を支える因子の一端を明らかにしたものとして大 きく評価できる。そこで,審査員一同は本論文
提出者に博士(農学)の 学位を授与するのに値するものと判定 した。
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